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ANOTACE

Tato prace se zabyva bakterii Clostridium perfringens. V praci je nejprve uvedena
taxonomie rodu Clostridium, kterou nasleduje charakteristika a vyskyt Clostridium

perfringens. Dale je v praci zminéna patogenita, pribéh onemocnéni, 1é€ba a prevence.
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TITLE

Clostridium perfringens

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with Clostridium perfringens. The taxonomy of the genus
Clostridium, followed by the general characteristics and the occurrence of Clostridium
perfringens is described. Furthemore, the pathogenicity, course of the disease, treatment

and prevention are mentioned.
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UvVoD

Clostridium perfringens je grampozitivni, anaerobni, tyCinkovitd, sporulujici bakterie,
které se bézné vyskytuje v pud¢, prachu, vodé€ a obecné v Zivotnim prostiedi. Kvili tomu ¢asto
dochazi ke kontaminaci potravin ¢i lidskych ran. Déle nachazime Clostridium perfringens

v travici soustaveé ¢lovéka a zvifat.

Konzumaci kontaminovanych potravin mize dojit k alimentarnim nakazam, které se
projevi za velmi kratkou dobu. Pokud jsou bakterii Clostridium perfringens kontaminovany

rany u lidi, dochazi ke vzniku zavaznych onemocnéni, které mohou koncit i smrti.

Nejprve je v praci uvedena obecna charakteristika a vyskyt bakterie, dale se v praci
pojednava o patogenezi Clostridium perfringens a 16¢bé danych onemocnéni, mezi které patii

plynnd gangréna, priijmy a infekce traviciho traktu zvifat.

V praci jsou uvedeny metody stanoveni jak kultivac¢ni, pomoci specidlnich médii, tak
metody molekularné-biologické, napiiklad PCR. Posledni ¢éast prace se zabyva vyskytem

Clostridium perfringens za poslednich 10 let, a to jak u zvirat, tak u lidi.
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1 CHARAKTERISTIKA RODU CLOSTRIDIUM

1.1 Taxonomie

Prvni zminky o rodu Clostridium se datuji na konec 17. stoleti. V Némecku byla fada
ohnisek nemoci, kterd byla spojena s otravou po poziti klobas. V roce 1817 zjistil némecky
neurolog Justinus Kerner, Ze otrava po poziti klobas je zptisobena ty¢inkovitou bunikou. V roce
1897 napsal belgicky profesor biologie Emile van Ermengem zpravu o izolaci sporulujiciho
organismu, ktery byl ziskan ze zkazené Sunky. Biologov¢ klasifikovali van Ermengemiv objev
jako rod Bacillus na zaklad¢ barveni dle Grama a tvorby spor. Tato klasifikace vSak
pfedstavovala problémy, protoZe izolat rostl pouze v anaerobnich podminkach, ale Bacillus
dobfte rostl i za pritomnosti kysliku. Rod Clostridium z feckého nazvu kloster byl formalné
navrzen v roce 1920 a Clostridium perfringens a Clostridium welchii byly uvedeny v publikaci

Society for American Bacteriologists (Maczulak, 2011).

Nékteré bakterie z rodu Clostridium patii do pfirozeného intestindlniho a zazivaciho
traktu lidi, ale jsou také vSudyptitomné v piidé. Nekolik ¢lent rodu Clostridium muaze zplsobit
rychlé, a dokonce smrtici infekce. Byla zaloZena identifikace kmenti Clostridium na zakladé
jejich biochemickych vlastnosti, ale konfirmace zaloZena na biochemickych testech je casové
narona a vyzaduje standardizované médium a podminky rlstu pro zajiSténi
reprodukovatelnych vysledkti. Navic nékteré druhy, jako je Clostridium bifermentans
a Clostridium. sordellii, nemohou byt témito tradicnimi metodami rozliSeny, protoze jejich
biochemické vlastnosti jsou téméf totozné. Proto se pouzivaji rychlé metody zalozené na
rozdilné DNA jednotlivych bakterii a jinych specifickych vlastnostech (Sanchez Ramos a
Rodloff, 2018).
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2 CLOSTRIDIUM. PERFRINGENS

2.1 Morfologie

Bakterie Clostridium (C.) perfringens je grampozitivni bakterie (Obr.1) zrodu
Clostridium. C. perfringens je nepohybliva, tyCinkova, anaerobni bakterie o délce 4-8 um
a priméru 0,8-1,5 pm. Bakterie za nepfiznivych podminek jako napiiklad vysychani, ubytek
zivin potiebnych pro dalsi vyvoj, a dal§i zmény ohrozujici Zivot bakterie, zacind tvoii spory,
diky kterym muze ptezit i n¢kolik set let. Spora je u C. perfringens ulozena subterminalné
(Obr.2). Tyc¢inky jsou rovné a jejich délka zavisi na ristovém médiu. Pokud je médium bohaté
na glukozu, C. perfringens roste v kratkych rovnych ty€inkach, zatimco v zésaditém médiu

rostou dlouhé ty€inky (Maczulak, 2011).

=
.’7'
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Obrazek 1 - Barveni podle Grama

https://pixnio.com/free-images/science/microscopy-images/C.-perfringens/photomicrograph-reveals-C.-
perfringens-grown-in-schaedlers-broth-using-gram-stain-725x482.ipg [cit. 2018-07-03]




Obrazek 2 - Spory C. perfringens

https://reliawire.com/wp-content/uploads/2017/03/C.-perfringens-cells.jpg [cit. 2018-07-03]

2.2 Biochemické vlastnosti

C. perfringens je anaerobni az mikroaerofilini bakterie. Byl zjistén riist vegetativnich
bunek této bakterie v uvafeném hovézim a kritim mase, a to jak za anaerobnich, tak aerobnich
podminek. Rozdil je vSak v poctu narostlych. V anaerobnich podminkach rostou kolonie
C. perfringens 1épe a rychleji. Naptiklad v uvareném kritim mase pti anaerobnich podminkéch
naroste 107 kolonie tvoficich jednotek za 8 hodin, ale za aerobnich podminek potiebujeme

trojnasobek Casu, nez za striktné anaerobnich podminek (Juneja a Sofos, 2010)

Optimalni teplota riistu je 43-45 °C, ale teplotni rozmezi je velice Siroké, uvadi se
od 10 °C az po 55 °C. Rlst mimo toto teplotni rozmezi je mozny, ale generacni doba je delsi
a také bude trvat déle, nez zacne C. perfringens rust. Pii teplotach nizsich, nez je 10 °C je
uvadeén pokles nebo Uplné zastaveni rastu kolonii C. perfringens. Diky tomu chlazeni potravin,
které jsou kontaminovany spory nebo vegetativnimi butkami C. perfringens, nezaruci

nepiiznivé podminky pro rist a je stdle mozny dalsi rust kolonii (Juneja a Sofos, 2010).

Optimalni pH pro C. perfringens se pohybuje v rozmezi mezi 6,0 az 7,0. AvSak rozmezi,
ve kterém miize C. perfringens rust je mezi hodnotami pH 5,0 az 9,0. V kyselych pokrmech,
kde pH klesne pod hodnoty pH < 5.0, neni jiz narGst kmenl C. perfringens mozny
(Dejong, 1989).
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Rist C. perfringens je také zavisly na obsahu soli v potravinach. Pti obsahu soli okolo
4 %, nebylo zjisténo zadné omezeni rustu, pii 5—6 % nékteré kolonie ptestavaji riist, a témet
vSechny kolonie prestavaji rlist pti obsahu soli mezi 7-8 %. Hodnoty koncentrace soli jsou ale
vy$$i, nez hodnoty soli, které jsou bézné nalezeny v potravindch pfipravenych pro konzumaci

(Mead et al., 1999).

17



3 VYSKYT
C. perfringens je vSudy pritomna v zivotnim prostfedi. Mizeme ji najit v ptidé, prachu,
vode¢ atd. Kvili svému vyskytu v zivotnim prostiedi je kontaminovana flora i fauna. Déle také

najdeme C. perfringens ve stievech lidi a zvitat (Voidarou et al., 2011).

3.1 Vyskyt v rostlinach

C. perfringens se bézn¢ vyskytuje v rostlinach a rostlinnych produktech. Vyskyt této

bakterie, je kvuli kontaktu rostlin s pidou velice bézny.

Pfi $patném umyti pitnou vodou se tak bakterie mize bézné vyskytovat na zelening,
kterd se pfed konzumaci nemusi tepelné¢ opracovavat, jako je napiiklad rajcata, ledovy salat,

papriky apod.

DalSimi rostlinnymi produkty jsou bylinky a kofeni. Ve studii zabyvajici se vyskytem
C. perfringens bylo pouzito 54 riznych druhti bylin a koteni. V 80 % vzorkid byly nalezeny

spory C. perfringens. Toto je velky zdravotni problém, protoze tyto byliny a kofeni nejsou dale

ey ee

3.2 Vyskyt v zivociSné stravé
Vyskyt v zivo€i$né stravé je velmi bézny. Kontaminace zivocis$né stravy je zplsobena
vyskytem C. perfringens ve stievech zvitat, ktera nejsou spravné vykolovana a dochazi tim ke

kontaminaci masa pfi jeho zpracovani.

Naptiklad v Maroku byla provedena studie, kterd se zabyvala izolaci C. perfringens
z masnych vyrobku. Do studie bylo vybrano 156 vzorkt z riznych zdrojt. Vysledky této studie
ukazaly ptitomnost C. perfringens u 77,6 % vzorki. U poulicnich prodejcii bylo 89 % vzork
pozitivnich, dale bylo 79 % pozitivnich vzorkt na trzich, 70,8 % pozitivnich vzorkt v feznictvi
a 62,5 % pozitivnich vzorkd v supermarketu. Tato studie potvrzuje, ze byly zanedbany

hygienické predpisy pifi vyrobé, skladovani a prodeji téchto potravin (Ed-Dra et al. 2017).
Pti studiich driibeze, kromé brojlerti byl ndlez C. perfringens v rozmezi 10 az 80 %.

C. perfringens bylo stanoveno ve 38,4 % veprovych parkli a v syrovém a vafeném
hovézim uréeném pro potravinaiské zatizeni. Okolo 50 % syrového a mrazeného masa

a driibeze obsahovalo C. perfringens (Juneja a Sofos, 2010).
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4 PATOGENITA

Piidni patogeny jako je C. perfringens Casto kolonizuji nizko nutri¢ni prostiedi, kde si
zacnou vytvaret spory, chranénou a odolnou formu bakterii, kterd se dokaze velice rychle Sifit
hostitelskym prostfedim. Tyto spory se rozsiti do tkani stfev a svalt, kde se dale replikuji. Kdyz
osoba pozie kontaminovanou potravu touto bakterii, poskytne tim prostiedi s vysokym
obsahem zivin a diky tomu se miize bakterie zacit rychle rozmnozovat. Rychlé replikace
zpusobuje poskozeni tkané, coz vede k nekrotickym lézim (mrtvym bunkam), ale vétSina
poskozenych tkani a bunéna smrt pochéazi z toxint, které bakterie vylucuje. Pfiznaky otravy

jidlem se projevuji 8-18 h po infekci a zahrnuji bfisni kiece, nevolnost a prijem.

Pomal¢ vareni spojené s nizkymi teplotami a dlouhou dobou nedokaze znicit spory
C. perfringens. Teploty, pti kterych by bylo docileno inaktivace spor, by mohli mit za nasledek
vyrazné snizeni kvality a sloZeni daného jidla. Diky tomu dokézi spory piezit teploty, které jsou
pouzity pfi vafeni. Vafeni Casto zvysi anaerobni prostiedi v jidle a snizuje pocet organismt,
které se v jidle vyskytuji. To mé dobry vliv pro C. perfringens, protoze sama nedokaze ziskat
potiebné ziviny pro dal$i rGst v konkurenci jinych mikroorganismt. Vateni potravin
kontaminovanych spory C. perfringens mize mit za nasledek aktivaci téchto spor, které zacnou
kli¢it. VétSinou je timto aktivacnim krokem prave teplotni Sok. Uvadi se, Zze pokud jiz 3 % spor
v syrovém hovézim mase zacne klicit, tak po teplotnim Soku, jakym je naptiklad vateni, zacnou

kli¢it témet vSechny spory (Juneja a Sofos, 2010).

C. perfringens l1ze rozdélit do sedmi subtyptl (A az G) zalozenych na rozdilné produkci
toxinl (Obr. 3). Kazdy subtyp miize zptisobit odlisné a specifické onemocnéni u zvitat a lidi.
Klicovym rysem téchto onemocnéni je, Ze jsou zprosttedkovany produkci silnych proteinovych
toxinl, z nichz vétSina je extracelularni. Tyto toxiny se obecné¢ podileji na specifickych
onemocnénich. Naptiklad o-toxin je nezbytny pro lidskou klostridialni myonekrozu nebo
plynnou gangrénu, C. perfringens enterotoxin (CPE) je nutny pro otravu potravinami. -toxin
je nezbytny pro specifické enterdlni infekce C. perfringens, e-toxin je klicovy toxin u mnoha
enterotoxemickych infekci C. perfringens u ovei a koz a toxin NetB je nezbytny pro

nekrotickou enteritidu u kurat (Awad et al., 1995).
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Rozdéleni na zaklad¢ produkce toxinu

Toxinotype a-toxin B-toxin €-toxin 1-toxin CPE NetB
A + - - - - -
B + + + - - -
C + + - ) +/- s
D + - + - +/- N
E + - - + e -
F + - - - + -
G + B = - = T+

Obrazek 3 - Tabulka rozdéleni podle toxina (Awad et al., 1995)

Systém subtypt C. perfringens je cenny pro diagnézu infekci C. perfringens u lidi
1 zvifat, ale je zastaraly a v souCasné dobé neposkytuje vzdy svlij piivodni diagnosticky
a epidemiologicky ucel. Naptiklad kmeny C. perfringens produkujici CPE jsou uznavany jiz
vice nez padesat let a predstavuji jednu z hlavnich pficin otrav potravinami u lidi (Freedman et
al., 2016). Toxin NetB se ukazal jako nezbytny pro nekrotickou enteritidu u kufat (Awad et al.,
1995). Kmeny C. perfringens produkuji velmi odlisné toxiny a zpusobuji rdznoroda
onemocnéni. V soucasné dobé jsou klasifikovany jako C. perfringens typ A spolu s kmeny
C. perfringens zpusobujicimi plynnou gangrénu. Dospélo se proto k zaveru, ze soucasny systém

subtypt je tfeba aktualizovat, aby se zlepSila jeho epidemiologicka a diagnostickd hodnota.

Rozsifeni typizacniho systému bylo pfedmétem diskuse mezi mnoha autory jiz nékolik
let a bylo ptfedlozeno a schvéleno na 10. mezinarodni konferenci o molekularni biologii
a patogenezi klostridii, ktera se konala v srpnu 2017 v Ann Arbor v USA. Hlavnim principem,
ktery byl dohodnut, je to, Ze je zapotiebi rozsiteni, které stavi na existujicim typizacnim
systému na bazi toxinll nez upln€ novy systém. Usoudilo se, ze rozsifeni schématu bude
snadnégji pfijato a bude vice vyuzivano jak diagnostickymi, tak vyzkumnymi laboratofemi

(Rood et al., 2018).

4.1 Alfa toxin

Alfa toxin, nalezeny u kmenti typu C. perfringens, zptisobuje plynnou gangrénu a také
hemolyzu u infikovanych jedincii. Alfa toxin ma strukturni podobnost s toxiny produkovanymi
jinymi bakteriemi a také vykazuje podobnost s pfirozené se vyskytujicimi enzymy. Pokud jde
o mechanismus plsobeni toxinu, alfa toxin C. perfringens vyzaduje zinek pro aktivaci, po které
se toxin vaze na povrch hostitelské buiiky, ¢imz dochazi ke zvySeni propustnosti v cévach. Jako
takovy podporuje alfa toxin infekci tim, ze snizuje pfivod krve do tkani, coz vede k nekroze.
Tento toxin produkuji vSechny typy C. perfringens. Jiz v roce 1937 védci vyhledéavali vakcinu

pro toxin alfa, ale teprve relativné nedavno zpravy naznacovaly, Ze aktivni slozka téchto vakcin
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mohla byt odvozena od samotného toxinu. Jedna ze zajimavych praci byla zkoumani moznosti
geneticky modifikované vakciny proti alfa toxinu. V této studii védci pouzili izolovany gen
kédujici alfa toxin a dokézali lokalizovat fragmenty genu, které by mohly byt modifikovany
tak, aby produkovaly protilatky proti smrtelnym slozkam alfa toxinu. (Williamson a Titball,
1993)

4.2 Beta toxin

Tento letalni toxin se vyskytuje u kmenii C. perfringens typu B a typu C a také vede k
nekroze prostfednictvim zvySeného krevniho tlaku, ktery je vyvolan pfitomnosti
katecholiaminu. Beta toxin je hlavni faktor zplisobujici onemocnéni u kment C. perfringens
typu B, které se obvykle projevuji jako enterotoxemie u mlad’at savcl, zejména selat, telat,
hiibat a jehiiat. U lidi je tento stav znamy jako ,,pigbel* a ve vétSin€ rozvinutych zemi neni
ptili§ bézny. Tento toxin je citlivy na poskozeni proteolytickymi enzymy naptiklad trypsinem.
V podminkach, kde nejsou ptitomny proteolytické enzymy vzriistd koncentrace tohoto toxinu.
Mechanismus U¢inku tohoto jevu je stidle neznamy, ale je ziejmé, ze endogenni hladiny
proteolytickych enzymil ve stfevnim traktu u lidi a savcll ptisobi jako ochrana proti infekci beta

toxinem (Titball, 2009)

4.3 Epsilon toxin

Tento typ toxinu je produkovany kmeny C. perfringens typu B a typu D, epsilonovy
toxin je nejcasteji izolovan ze zvifat, zejména z ovci, koz a skotu a jen zfidka od lidi. Podobné
jako u ostatnich toxinii vytvaii epsilonovy toxin poéry v tkanich, které zptisobuji tnik iont
drasliku a uniku tekutin, coz vede k velkym komplikacim. Dvé nejc¢astéj$i nemoci pozorované
u zvitat jsou Uplavice u jehnat a onemocnéni ledvin ovci. Tato onemocnéni nejsou infekéni,
spiSe se objevuji po urcité zméné stievni flory zvitat, obvykle spojené s prejidanim, coz vede
k vyzivové bohatym podminkam, které jsou velmi ptiznivé pro rist C. perfringens. S timto
zrychlenym rlstem pfichazi vyss$i koncentrace toxini, které ni¢i stfevo. Zatimco vétSina
vyzkum tykajicich se exotoxinovych vakcin byla zaméfena na alfa toxin, doslo také k urcité
praci s epsilonovym toxinem. Jedna konkrétni studie zjistila, Ze n€kolik lokalné specifickych
mutaci genu u epsilon toxinu zlikvidovalo toxin in vivo, coz nabizi moznost vakcinace proti

onemocnéni spojenému s epsilon toxinem u zvifat (Nagahama ef al., 2015)
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4.4 Ilota toxin

Iota toxin je produkovan pouze kmenem C. perfringens typu E a je slozen ze 2
nespojenych proteind. Je znamy jako AB toxin kviili 2 doménam nazvanych A a B. U téchto
typt toxinil je doména A obvykle aktivni ¢asti, zatimco doména B je ¢asti toxinu, ktery se vaze
na receptorové misto na membrané hostitelské buniky. Slozka A zplsobuje rozpad cytoskeletu
inhibici polymerizace aktinu, zatimco slozka B zprostfedkovava absorpci toxinu do buniky.
Ackoli Iota toxin mtize zptisobit odumieni tkdn€ u infikovanych jedinct, infekce kmeny typu

E nejsou tak casté jako infekce jinymi kmeny (Nagahama ef al., 2015).

4.5 CPE toxin

Kmeny pattici do skupiny C. perfringens typu F jsou definovany jako izolaty, které
nesou gen alfa-toxinu a cpe gen a produkuji CPE pfi sporulaci, ale nenesou strukturni geny pro
B-toxin, e-toxin nebo i-toxin. Tyto kmeny prokédzaly, ze jsou zodpovédné za prijmem
zprostiedkovany C. perfringens, véetné nékterych piipadi priijmu souvisejiciho s antibiotickou

lécbou (Rood et al., 2018).

4.6 NetB toxin
Kmeny pattici do C. perfringens typu G jsou definovany jako izolaty, které¢ produkuji

a-toxin a toxin NetB, ale nevytvateji B-toxin, e-toxin nebo iota-toxin. Timto doslo k dalsimu
rozdélni skupiny A, protoze kmeny C. perfringens typu A jsou nyni definovany jako kmeny,

které produkuji a-toxin, ale nevytvaieji -toxin, e-toxin, iota-toxin, CPE nebo NetB.

Bylo prokazéano, ze kmeny C. perfringens typu G jsou odpovédné za nekrotickou
enteritidu u kurat. Genetické diikazy o podstatné roli NetB toxinu v této nemoci jsou jasné
a jsou podporovany velmi silnymi epidemiologickymi dikazy. Kmeny C. perfringens
produkujici NetB toxin zpiisobuji hlavné u kufat nekrotickou enteritidu doprovazenou lézemi.
Toto onemocnéni je pro kufata smrtelné. Z tohoto diivodu je nekroticka enteritida velikym
problémem pro dribezéistvi. V soucasné dobé se tyto kmeny oznacuji jako kmeny ptaci
nekrotické enteritidy C. perfringens typu A. Jejich zména oznaceni na C. perfringens typu G
opet poskytne spolehlivy zaklad pro diagnézu a epidemiologickou analyzu téchto odlisSnych

izolatt (Rood et al., 2018).
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5 GENY KODUJICi TVORBU ENTEROTOXINU

C. perfringens typ A (podle nového oznaceni typ F) je jednim z nejcastéjSich ptivodcti
chorob lidského gastrointestinalni traktu. Nedavné studie ukazaly, ze izolaty C. perfringens
typu A, které zpisobuji otravu potravinami nebo onemocnéni lidského gastrointestinalniho
traktu, se zarazuji do tfi skupin na zaklad¢ lokusu genu pro enterotoxin (cpe). Tyto skupiny

zahrnuji izolaty chromozomalnich cpe (nesouci cpe-1S1470 lokus) a dva plazmidy nesouci cpe

skupiny, které nesou bud’ lokus cpe-IS1151 nebo lokus cpe-IS1470 (Li et al., 2013).

Pouzitim PCR testu, ktery je schopen rozliSovat mezi témito tfemi lokusy, bylo zjisténo
nékolik cpe-pozitivnich izolatd z vykall zdravych lidi nebo z prostiedi, které¢ maji dosud ne-
charakterizované uspotadani cpe lokust. Vyznam téchto izolatii je nejasny, ale nekteré jsou
cytotoxické a mohou produkovat CPE. Dalsi Seteni téchto izolat, které nesou nespecifikovany
cpe lokus, mlze vysvétlit jejich potencidlni klinicky vyznam a vyvoj samotného genu cpe

(Freedman et al.,, 2016).

Vétsina (~ 70 %) kment zptsobujici otravu jidlem typu A nese chromozomalni kopii
genu cpe. Tento chromozomalni cpe gen je proximalné asociovan s inserénimi sekvencemi,
véetné sekvence 1S1469. Bylo navrzeno, a¢ dosud nebylo prokazéano, Ze tento chromozomalni
cpe gen se svymi dvéma lemujicimi IS1470 sekvencemi odpovida transpozonu. Navic
k ptfenosu tohoto predpokladaného transpozonu jsou kmeny chromozomaélniho cpe typu A
fylogeneticky odlisné od jinych C. perfringens. Toto zjisténi poméaha vysvétlit jejich silnou
souvislost s otravou potravinami. VétSina chromozomalnich kment typu Cpe typu A produkuje
bilkovinu malo rozpustnou v kyselinach, ktera se pevné vaze na DNA spory. To poskytuje
tomuto chromozomalnimu druhu spory mnohem silnéj$i odolnost, naptiklad proti teplotdm pfi

vareni, nez vykazuji spory jinych kmenti C. perfringens.

Zbyvajicich asi 30 % kmenti zptisobuji otravu jidlem typu A a choroby gastrointestinalni
traktu, nesou sviij gen cpe na plazmidech. U kment typu A vSechny znamé cpe-pozitivni
plazmidy patfi bud’ do rodiny plazmidi pCPF5603 nebo pCPF4969. U obou kmenli cpe
plazmidu v kmenech typu A se ptedpoklada, Ze pochdzeji ze spole¢ného prekurzorového
plazmidu. Stejné jako chromozomalni cpe gen, gen cpe neseny plazmidem v kmenech typu A
je uzce spojen s inser¢nimi sekvencemi, které by mohly mobilizovat tento toxinovy gen. V obou
cpe plazmidovych rodinach nal je gen cpe ohranicen inzertivni sekvenci 5 'IS1469 (Miyamoto

etal.,2011).
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Bylo prokazéno, ze se rodinné plazmidy pCPF4969 konjugativné pienaseji
pravdépodobné diky jejich transportu podobnych tcp sekvenci, které prokazaly, ze
zprostfedkovavaji konjugacni ptenos jinych plazmidid u C. perfringens. Plazmidy rodiny
pCPF5603 pravdépodobné budou také konjugovany, protoze nesou podobné sekvence tcp
(Miyamoto et al., 2008).
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6 ONEMOCNENI

6.1 Plynata snét’ (gangraena emphysematosa)

Gangréna je druh onemocnéni zpiisobené nedostatkem krve, pti kterém dochazi k
odumfeni tkané. Symptomy mohou zahrnovat zménu barvy kiize na ¢ervenou nebo ¢ernou,
znecitlivéni, otok, bolest, rozpad pokozky a chlad. Nejcast&ji postizena mista jsou ruce a nohy.

Nékteré typy gangrén se mohou vyskytnout s horeCkou nebo sepsi (Bryant ef al., 2000).

Plynova gangréna je charakterizovana nesnesitelnou bolesti v misté infekce, jejiz nastup
je nekdy tak nahly, Ze naznacuje vaskularni katastrofu. Niceni zdravych tkani mtze probihat
rychlosti nékolika centimetrti za hodinu i pfes vhodnou antibiotickou terapii, a proto radikalni
amputace ziistava nejlep$im feSenim pro zachranu Zivota. Sok a selhani organti ¢asto doprovézi

plynovou gangrénu a mortalita pfesahuje 50 % (Alouf et al., 2015).

Mechanismy zodpovédné za Casny néstup silné bolesti a rychlou regionélni destrukci
tkani jsou zprosttedkovany C. perfringens Typu A, kterd zpsobuje mikrovaskularni trombozu.
Mikrovaskularni trombo6za je onemocnéni, které nevratné snizuje perfuzi tkané a zplsobuje
ischemickou nekrozu tkané€. Rychlost, s niZ jsou kiize, subkutanni tkan, fascia a svaly zni¢eny
behem plynové gangrény, je podobnd rychlosti tkdfiové smrti po akutni arteridlni tromboze.
Intenzivni bolest je vyzna¢na v klinickych stavech, které zahrnuji uzavieni arteridlniho
zasobeni krvi, jako je infarkt myokardu. Tkan¢ jsou zniCeny rychle a nekrvaci (Alouf ef al.,

2015).

6.1.1 5 fazi pribéhu onemocnéni

6.1.1.1 Vstup C. perfringens do tkani

Vegetativni klostridie nebo jejich spory Casto kontaminuji traumatické rany; avSak
proliferace C. perfringens v tkénich je mozna pouze u zranéni, ktera zpiisobi pieruSeni ptivodu
krve do velkych svalovych skupin. Ztrata perfiize rychle vede k poklesu oxidacné-redukéniho
potencialu z 170 na 50 mV, coZ je pti neutralnim pH dostatecné pro rast vétSiny anaerobnich
bakterii, v€etné¢ klostridii. Hypoxické svaly se posunuji na anaerobni metabolismus, coz mé za
nasledek zvyseni koncentrace vodikovych ionti, které umoznuji rist klostridii pfi redoxnich
potencialech vysSich nez + 50 mV. Kromé toho hypoxie indukuje uvoliovani endogennich
lysosomalnich enzymt, které $tépi svalovy protein na peptidy, které jsou Zivotné dulezité pro

rast klostridii a tvorbu toxina.
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6.1.1.2 RozmnoZovani organismu

Vzhledem k tomu, Ze se C. perfringens zaCinaji rozmnozovat v infikovaném mist¢,
kone¢né produkty bakteridlniho metabolismu déle snizuji pH tkané a bakteridlni proteazy
pokracuji v degradaci tkané, ¢imz optimalizuji podminky pro dal$i rist a produkci toxind.
Produkce toxinu PLC C. perfringens se zvySuje v pfitomnosti peptidi obsahujicich glycin
a aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, jako jsou valin nebo tyrosiny, které obsahujici
peptidy o nizké molekulové hmotnosti a uhlovodikovy zdroj skrobu jako je dextran nebo

fruktdza, ale nikoliv glukozy.

6.1.1.3 Ztlumeni tkanové odpovédi proti zianétu

Histologicky se plynova gangréna vyznacuje skuteCnou absenci tkanové zanétlivé
odpovédi a je tedy vyrazné odlisnd od infekci zplsobenych bakteriemi, jako jsou S. aureus,
Haemophilus influenzae nebo Streptococcus pneumoniae. Studie provedené béhem prvni
poloviny dvacatého stoleti naznaCovaly, Ze tento charakteristicky nalez byl zapfi¢inény
bakteridlnim toxinem. Zprava z roku 1917 v britském Iékaiském cCasopise popisuje
histopatologii sériovych usekli jednotlivych svalovych svazkli z cerstvé amputovanych
koncetin vojaka, kteti trpéli plynovou gangrénou. Na okraji postizené tkdné€ bylo pfitomno jen
malo bakterii C. perfringens a svalova vladkna byla ischemicka a nekroticka. Svalova vlakna
byla degradovana toxickou tekutinou, kterd se nachazela mezi svalovymi vldkny pred
samotnymi mikroorganismy. Leukocyty byly "obecné néapadné jejich nepfitomnosti" v
napadenych tkanich, ale byly pozorovany v interfascialnich rovindch. V této oblasti vykazovaly
leukocyty vyrazné¢ zménénou morfologii a karyolyzu, coz ukazuje na fakt, Ze exotoxiny

klostridii jsou cytotoxické.

Tento charakteristicky nedostatek tkanové zanétlivé odpovédi u plynové gangrény
zpusobené C. perfringens je zpocatku necekany, protoze organismus je schopen aktivovat
komplementarni kaskadu, generaci chemotaktickych faktord a opsonind, kterd je schopna
zastavit rozvoj tohoto onemocnéni. Tato imunitni reakce zastavi ve vysoké mife bakterialni
mnozeni a infikovani organismu, ale stejn¢ dochazi v nékterych ptipadech k rozvoji tohoto
onemocnéni. Studie uvadi vyvoj onemocnéni pouze u 0,03-5,2 % traumaticky otevienych ran i

pfes to, Ze je kontaminovano az 39 % histotoxickym druhem klostridii (Altemeier, 1971).
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6.1.1.4 Progrese lokalni a regionalni destrukce tkani

Agregace trombocytil je znamy biologicky uc€inek C. perfringens. PLC je toxin, ktery
byl popsan v poloving 70. let. Aplikace PLC na okruzi mezi stfevy potkanti odhalila trombocyty
v sousednich cévach, které uzaviely mezentericky priitok krve, coz vedlo védce k zavéru, ze
tromboza je pravdépodobné prvnim krokem pii nekroze zptsobené PLC. Podobnym pokusem
bylo prokazano, ze podani intramuskularni injekce PLC indukovalo rychly (méné nez 2 min.)
a nevratny pokles pritoku krve kostniho svalstva, ktery se objevil soub&zné s tvorbou
intravaskuldrnich agregatt aktivovanych desticek, leukocyta a fibrinu. Tyto agregaty se volné
pohybovaly, dokud nedosahly dostatecné velikosti k uplnému a nevratnému zastaveni kapilar,

zil a arteriol. Timto dochazi k odumirani tkani (Bryant et al., 2000).

6.1.1.5 Sok a selhani organi

Kardiovaskularni kolaps a selhdni postizeného organu se objevuji pozdéji v prubéhu
plynové gangrény. Tachykardie se slabosti pulzu nésleduje po nastupu bolesti a typicky je
nepfiméefend stupni zvyseni teploty. Béhem plynové gangrény je na pocatku tachykardie krevni
tlak normalni, ale pak klesd. Pfi testovani na morcatech bylo zjisténo nasledujici. PLC
zpusobuje vyznamné poklesy srde¢niho vydeje jiz 90 minut po infuzi pfislusnych toxinti, coz
naznacuje, ze jeden mechanismus kardiovaskuldrni dysfunkce indukovany PLC muze souviset
s pfimou toxicitou myokardu. U PLC bylo také prokézano, ze ovliviiuje iontropni srdecni
odpovéd’ u izolovanych embryonalnich kufecich srdcovych ptipravki. PLC vSak muze také
nepiimo pfispét k Soku stimulovanim produkce endogennich mediatori, jako je faktor

tumorové nekrdzy (TNF) a faktor aktivujici desticky (PAF) (Alouf et al., 2015).
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Obrazek 4 - Plynata snét’

https://mechpath.files.wordpress.com/2015/11/figure21.png [cit. 2018-07-03]

6.2 Prijem vyvolany béhem antibiotické 1é¢by

Prjem vyvolany béhem antibiotické 1é€by (AAD) je pritomnost prijmu, ktery vznikl
v prubehu 1écby a pro ktery neni jiné vysvétleni. Bylo testovano celkem 135 vzorki stolice
dodanych do laboratofe pro stanoveni toxinu C. difficile. Cilem bylo detekovat toxiny
C. difficile a C. perfringens. Celkem bylo nalezeno 10 riznych druht bakterii a 5 vird.
C. perfringens byla objevena ve 14 vzorcich stolice ze 135 (10,4 %). 92 testovanych vzorki
bylo negativnich. AAD bylo dfive spojovano pouze s C. difficile, ale v posledni dob¢ se studie
zacinaji soustfedit praveé na identifikaci C. perfringens jako vyznamny patogen pii AAD (Kim

etal., 2017).

6.3 Nekrotizujici enteritida

Formy nekrotizujici enteritidy se vyskytovaly endemicky v Nové Guineji,
v epidemickém rozméru v Némecku po druhé svétové vélce a sporadicky v Africe,
jihovychodni Asii a Spojenych statech. VSechny pfipady souviseji s pozitim masa
kontaminované¢ho C. perfringens. Klinické pribéhy onemocnéni zainaji bolesti bficha,
horeckou a priijmem, které se spontdnn¢ rozvinou v krvavy prijjem, potrhana stteva a smrt. Beta
toxin C. perfringens typu C je hlavni pti¢inou téchto infekci. Beta toxin je termolabilni a vysoce
citlivy vic¢i enzymatickym ucinkiim trypsinu a pepsinu a zpiisobuje nekrozu stfevni stény.

Nedavné dikazy naznacuji, ze beta-toxin se specificky vaze na vaskularni endotelialni bunky
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stievni sliznice, coz zpusobuje destrukci endotelu, trombdzu a ndslednou ischemickou nekrézu
sttevni tkang, ktera je charakteristickd pro tuto infekci. Mezi faktory podporujici vznik
onemocnéni patii podvyziva, a to zejména u lidi konzumujici potraviny s nizkym obsahem
bilkovin a bohatych na inhibitory trypsinu, kterymi jsou sladké brambory nebo s6jové boby.
Kromé toho se u takovych pacienti vyskytuje Skrkavka détska, kterd také vylu€uje inhibitor

trypsinu. Tyto inhibitory chrani beta toxin pfed intralumindlni proteolyzou (Alouf et al., 2015).

6.4 Pigbel

,Pigbel”, vzacnd forma klostrididlni nekrotické enteritidy, pokud infekéni kmen
produkuje spravny toxin. Mezi pfiznaky choroby Pigbel patii, krvava stolice, bolesti bficha
a prilezitostn¢ otravy krve toxiny. Tato choroba byla poprvé popséna na konci ctyficatych let
20. stoleti. Nejvétsi vyskyt byl vroce 1948, kdy Umrtnost dosahovala 40 %. Poté nemoc
vymizela (Sobel et al., 2005).

6.5 Smrtelné, nekrotizujici klostridialni infekce u injekénich uZzivateli drog

Ohniska tézké infekce meékkych tkani byla popsdna mezi wuzivateli injekéné
aplikovanych drog (heroin) ve Skotsku, Irsku, Anglii a Spojenych statech. Klinicka zjisténi
zahrnuji zavaznou nekrézu v misté vpichu injekce s masivnim edémem a rychlym fatalnim
systémovym onemocnénim charakterizovanym hypotenzi, plicnim edémem, perikardidlnimi
a pleurdlnimi vypotky a leukocytdézou. Z 23 definitivnich ptipadli popsanych ve skotské
epidemii 20 zemfelo. U téchto ptipadl byla C. perfringens jednim ze dvou hlavnich izolatu.
U deviti ptfipadi popsanych v Kalifornii se vyvinula nekrotizujici fasciitida, vyrazna
leukocytéza a hypotenze. Z deviti ptipadl Ctyfi zemfeli. Zatimco mechanismy, které vedou
k nekrotizujici fasciitidé u téchto infekci, jsou zcela objasnény, mekké tkané a plicni edém,
hypotenze a hemokoncentrace jsou pravdépodobné kvili kapilarnimu rozruSeni endotelovych
bunek klostridiovymi cytotoxiny, vcetné toxinu C. novyi alfa a C. sordellii hemoragické
a letalni toxiny. Tyto toxiny maji aktivitu glukosyltransferazy a specificky modifikuji malé
GTPazy, kontrolujici polymeraci aktinu. Naproti tomu edém spojeny s pifipady infekce
C. histolyticum muze souviset s produkci bradykininu indukovaného beta toxinem (Salmon et

al., 2002, Black et al., 2002).
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7 PREVENCE ONEMOCNENI

7.1 Tepelné zpracovani potravin

Tepelné osetfeni je jednim z nejCastéjSich zplisobu sterilizace produktl,, protoze
nadmérné teplo ni¢i vétSinu bakteridlnich bun€k. Bylo zjisténo, ze spory C. perfringens jsou
vysoce tepeln€ odolné, ackoliv se rezistence znacné lisi podle kmene, fyziologického stavu,
typu média a inkubacni teploty. Nicméné vyznamnd inaktivace spor C. perfringens mize byt
dosazena jejich vystavenim vysokym teplotdm po delsi casové obdobi. Ukazalo se, Ze vice nez
90 % spor C. perfringens bylo inaktivovano, kdyz byly inkubovany ve vodé pti 90 az 100 °C
po dobu 10 az 30 minut. Dale bylo zjiSt€no, ze pro snizeni poctu spor C. perfringens

v mase je zapotiebi vyssi teploty (110 ° C).

Pomoci fyzikalnich metod v kombinaci se stiedné vysokymi az vysokymi teplotami byla
prokézana ucinnost pfi inaktivaci jak vegetativnich bunék, tak spor C. perfringens. Napiiklad
pouziti ozonu a nasledné tepelné zpracovani G¢inné inaktivovalo jak vegetativni burnky, tak
spory C. perfringens v masovém produktu. Soucasnym pouzitim tepelného oSetfeni
s ultrazvukem, nebo tepelného oSetfeni, nasledovaného ultrazvukem se vyznamné zvysila
ucinnost tepelné inaktivace spor C. perfringens v hovézi kaSi. OSetfeni gama zafenim, po
kterém nésledovalo opét tepelné oSetieni, vyznamné snizilo pocet spor (Novak a Yuan, 2004,

Evelyn a Silva, 2015, Talukdar et al., 2016).

7.2 OsSetreni potravin pomoci vysokého tlaku

Vysoky hydrostaticky tlak (HHP) je jednou z nejpouzivanéjsich pasterizacnich technik
pro potravinaiské vyrobky, pokud neni nutnd pasterizace pomoci teploty. HHP oSetieni
potravin je ucinnéjsi pro usmrceni vegetativnich bun¢k a do jisté miry bakterialnich spor nez
pfi konvencnim tepelném zpracovani potravin. Zachovava také nutriéni a senzorickou kvalitu
potravinarskych produktid a spotfebovava méné energie nez ostatni zplsoby zpracovani.
Kombinované osetieni pomoci HHP (650 MPa), teploty (75 °C) a nizkého pH (4,75) vedlak 5,1
nasobnému snizeni izolatd spor C. perfringens typu A P-cpe, ale nebyla tak G€inna u izolath

spor C-cpe C. perfringens v laboratornim médiu (Sarker et al., 2015).
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7.3 Probiotika

Bakteridlni druhy, které mohou hostiteli poskytnout zdravotni ptinos po oralnim podani,
napf. inhibici Skodlivych bakterii se nazyvaji probiotika (Mikelsaar a Zilmer 2009).
Inhibice Skodlivych bakterii je zprostfedkovdna soupefenim o ziviny, snizovanim pH
a produkeci specifickych antibakterialnich latek (Crost ef al., 2010). Probiotické kmeny by mé&ly
byt pro hostitele neSkodné, odolné vici kyselindm a Zlu¢ovym solim a mély by byt schopné
pretrvavat a mnozit se uvnitf sttevniho traktu (Crost et al., 2010). Inhibi¢ni kapacita a odolnost

vici kyselindm a zlu€ovym solim je rozdilnd u kazdého kmene probiotik.

Jak ukézaly studie in vivo u mysi, prasat a kufat, nékolik probiotickych kment je
schopno kolonizovat stfevni trakt po ordlni inokulaci a snizit kolonizaci a perzistenci
C. perfringens a mortalitu po peroralnim podani touto bakterii. Jak bylo prokazano in vitro,
transkripce cpb2, genu kdodujiciho beta2 toxin a produkci beta2 toxinu C. perfringens, byla
snizena po spoleéné kultivaci C. perfringens s Lactobacillus fermentum, ktery snizil pH

prostiedi. Na zivotaschopnost Lactobacillus fermentum tato zména neméla vliv.

Studie ukazaly, ze probiotika mohou snizit rist, kolonizaci a tvorbu toxinu
C. perfringens ve stfevnim traktu a tim vyskyt intestindlniho onemocnéni spojeného

s C. perfringens (Allaart et al., 2013).

7.4 Prebiotika

Stimulace rastu stievnich bakterii, které snizuji riist a produkci toxinu C. perfringens
jako jsou laktobacily a bifidobakterie, mize byt dal§im zplisobem, jak zabréanit rlstu
C. perfringens ve stfevnim traktu. Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravin, pfedevsim
nestravitelné sacharidy, které pozitivné ovliviiuji hostitele, protoZe selektivné stimulujici rist
a aktivitu neSkodnych bakterii v tlustém stfeve, coz ptiznivé ovliviiuje mikrofloru tlustého
stteva a tim zvySuje celkové stfevni zdravi. Nestravitelné sacharidy jsou fermentovany
bifidobakteriemi a laktobacily na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které snizuji intestinalni

pH a mimo jiné potlacuji rst patogend.

Laktoza je disacharid, ktery se vyskytuje pfirozené v mléce savcl. Disacharid je Stépen
enzymem laktazou na glukozu a galaktézu. Laktoza mize byt pouZita jako prebiotikum u zvifat,
ktefi nejsou savci a nemaji enzym laktazu jako kurata. Fermentace laktozy cévni mikroflorou
zvySuje hladinu mastnych kyselin v cévach a snizuje intestinalni pH. Pomoci dvou studii bylo

prokazano, ze laktdza poméha ke snizeni intestinalnich poctu C. perfringens a srde¢ni choroby

31



souvisejici s C. perfringens u kutat, coz naznacuje moznost pouziti laktdézy jako potencialni

alternativy k antibiotiklim u dribeze (McReynolds et al., 2007).

7.5 Vakcinace

Toxoidové vakciny pro pouziti u domacich ovci a koz jsou komercné Siroce dostupné
a v poslednich desetiletich byly znacné vyuzivany. Vakciny jsou pfipraveny toxoidizujicim
filtraitem C. perfringens typu D a pravdépodobné obsahuji fadu proteinii kromé e-toxoidu. Sarze
vakcin musi byt testovany na bezpe€nost, rezidudlni toxicitu a t€innost. Typicky imunizaéni
rezim zahrnuje pocatecni pritbéh dvou davek vakciny v rozmezi 2-6 tydnd, po nich nasleduje
kazdoro¢ni pfeockovani u ovcei a posileni kazdé 3-4 mésice u koz. Vakciny se Casto podavaji
s adjuvans, jakym je hydroxid hlinity, nebo jind anorganickd ¢i organickd chemicka latka,
makromolekula nebo celé buriky ne¢kterych usmrcenych bakterii, které zesiluji imunitni reakci
na podany antigen a pokousi se o zlepSeni u€innosti s pouzitim liposomové formulace. Tyto

pokusy vSak nebyly uspésné (Uzal et al., 1999).

Ptestoze tyto toxoidni vakciny jsou G¢inné pfi prevenci enterotoxémie u zvifat, objevuji
se studie o variabilni imunitni odpovédi po ockovani a reakce na zdnéty po ockovani vedly ke
sniZzeni spotfeby krmiva u zvifat. Neexistuji Zzadné zpravy o tom, ze tyto vakciny byly pouzity
u lidi a vzhledem k tomu, Ze jsou pfipraveny z relativné hrubych preparati toxinu, zda se

nepravdépodobné, ze by byly povoleny pro pouziti u lidi (Titball, 2009).

7.6 Hygienické zasady

V provozech zabyvajicich se zpracovanim, vyrobou, distribuci nebo prodejem potravin
plati velmi piisna hygienicka natizeni, které urcuji, jak mé byt s potravinami pracovano, aby
nedoslo ke kontaminaci biologické, chemické nebo mechanické. Mikrobiologické pozadavky
na potraviny udavaji, Ze potraviny nesmi obsahovat mikroorganismy nebo jejich toxiny

v takovych mnozstvich, které by ptedstavovali riziko pro lidské zdravi.
Zde jsou uvedeny nékteré predpisy pro potravinaiské podniky:

o (SN 56 9609 (569609) Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe-
Mikrobiologicka kritéria pro potraviny. Principy stanoveni a aplikace
Tato norma je doporucenim pro stanoveni a aplikaci mikrobiologickych kritérii
v ramci celého potravinového fetézce. Uvadi se definice mikrobiologického

kritéria, popisuji se jeho jednotlivé soucasti a stanovi se principy a navod k
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provadéni hodnoceni mikrobiologického rizika tak, aby potravina uréend pro
konecného spotiebitele byla zdravotné nezavadné a vhodna ke konzumaci.
Narizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005

Naftizeni o mikrobiologickych kriteriich pro potraviny

Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002,

Stanovuje obecné zdsady a pozadavky potravinového préava, ziizuje se
Evropsky tfad pro bezpecnost potravin a stanovi postupy tykajici se
bezpecnosti potravin

Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/2004

O tufednich kontrolach za ucelem ovéteni dodrzovani pravnich predpisii
tykajicich se krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvitat a dobrych Zivotnich
podminkach zvirat

Zakon €. 258/2000 Sb. Zakon o ochrané verejného zdravi a 0 zméné
nékterych souvisejicich zakoni.

Zakon definujici tzv. Hygienické minimum

Vyhlaska €. 69/2016 Sb. Vyhlaska o poZadavcich na maso, masné vyrobky,
produkty rybolovu a akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich
Dalsi hygienické zésady jsou definovany naptiklad touto vyhlaskou

(Statni zemedéelska a potravinarska inspekce, 2016)
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8 LECBA ONEMOCNENI ZPUSOBENA C. PERFRINGENS

8.1 Lécba pomoci antitoxinu alfa

V nedavné studii z ledna 2018 byl zkouman plynovy gangrénovy antitoxin, ktery by
koagulacni uc¢inky. Do studie byl také pouzit rekombinovany trombomodulin (rTM), coz je
protein, ktery ma antikoagulacni G€inky. rTM ale nevykazoval zddny Gcinek proti hemolyze.
Tyto vysledky tedy siln€ podporuji hypotézu, Ze kombinovana terapie s plynnym gangrénovym
antitoxinem a rTM je pouzitelnd jako pomocnd terapie fatalni  sepse

C. perfringens.

Yoshida et al. (2015) uvedl prvni a jediny klinicky ptipad sepse C. perfringens, ktery
byl 1é¢en antitoxinem s plynnou gangrénou. Nicméné, plynovy gangrénovy antitoxin byl podan
poté, co pacient trpél kardiopulmonalni zastavou a pacient zemtel 8 hodin po podani plynového
gangrénového antitoxinu. Dosavadni G¢inek plynového gangrénového antitoxinu na sepse

C. perfringens nebyl v klinickém prostiedi dobte prozkouman.

Podani antitoxinu je opodstatnéné, protoze a-toxin je kontinudlné€ a znacné produkovan,
dokud neni C. perfringens odstranéna a lze oCekavat, ze zptsobi tézké zanétlivé a koagulacni
reakce. Proto by mély byt na neutralizacni 1é€bu pfidany anti-zanétlivé a anti-koagulacni 1éky

(Hifumi et al., 2018).

8.2 Chirurgicka lécba

Plynova gangréna vyzaduje okamzity chirurgicky zakrok a podani parenteralnich
antibiotik, aby se zabranilo ztraté koncetiny nebo Zivota pacienta. V piipadé, ktery byl pouzit
pro tuto studii, je uveden pacient s plynnou gangrénou, kterd postihuje levou dolni koncetinu,
presnéji oblast chodidla. Vynechéni okamzitého chirurgického zakroku by mohlo vést ke ztraté
celé koncetiny. Prestoze mira imrtnosti a mira ztraty koncetiny u infekci mekkych tkani
zpusobené plynnou gangrénou se lisi, je zfejmé, ze agresivni abscesy vyzaduji chirurgickou

1é¢bu, zvlasté kdyz jsou doprovazeny systémovymi projevy, jakymi jsou naptiklad sepse.

Ackoli odmitnuti v€asné 1écby timto pacientem nakonec nevedlo k jeho smrti, v€asny
chirurgicky zakrok v kombinaci s Sirokospektralnimi intraven6znimi antibiotiky a lokalni péci
o rany, by pravdépodobné zabranil ztraté koncetiny od kotniku dolli a byla by sniZena rizika

ohrozujici Zivot pacienta (Finkelstein et al., 2003).
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Obrazek 5 - Dolni koncetina postiZzena bakterii C. perfringens (Finkelstein et al., 2003)

Obrazek 6 - Amputovana ¢ast dolni koncetiny (Finkelstein ef al., 2003)

8.3 Lécba antibiotiky

V Thajsku byla provedena studie na ucinnost riiznych druhii antibiotik u selat. V této
studii bylo izolovdno 122 izolath C. perfringens ze 148 vzorkid rektalnich vytéri. Bylo
prokazano, ze peniciliny, tetracykliny a cyklické peptidové slouceniny jsou ucinné pti inhibici
C. perfringens. Ampicilin vykazoval vynikajici uc¢innost 0,5 pg/ml a pouze 0,8% rezistenci.
Zda se, ze penicilinova antibiotika jsou velmi ucinné proti C. perfringens a rezistence nebyla
popséna ani v jinych studiich. Tetracykliny byly rovnéz ucinné proti C. perfringens, kde

nejnizs§i MIC50 ¢inil 0,5 ug/ml pro doxycyklin, 1 ug/ml pro chlortetracyklin a 8 ug/ml pro
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oxytetracyklin. Ve studii byla rezistence vici tetracyklintim relativné nizka (3,2 - 4,1 %). Dalsi
antibiotikum bacitracin také vykazoval dobrou ucinnost proti testovanym kmenim. Bylo
prokazano, ze bacitracin snizuje morbiditu a mortalitu u C. perfringens a predstavuje dobrou
1écbu nekrotické enteritidy. Bacitracin byl také pouzivan jako piisada do krmiv v prase¢im
pramyslu v nékterych zemich, ale oproti ostatnim druhiim antibiotik, vykazoval bacitracin

vysokou miru rezistence.

Antibiotika patfici do skupiny cefalosporint, linkosamidl, makrolidii a chinolonti
nebyly v této studii zcela ucinné proti izolatim C. perfringens. Na rozdil od dfive hlaSenych
nizkych hodnot MIC, mél naptiklad ceftiofur hodnoty MICso 16 pg / ml. Ackoli cefalosporiny
jsou obvykle povazovany za alternativni léky pro pacienty s alergii na penicilin, studie
prokazala, ze to nemusi byt vhodné, protoze je zde vyssi rezistence (31,1 %). Linkomycin je jiz
dlouho pouzivan jako antibiotikum prvni linie pii 1é€b¢ infekce C. perfringens. Vysledky této
studie stanovily MICso 16 pg/ml a navic vysokou mirou rezistence. U makrolidl, zatimco
erythromycin vykazoval vysokou hodnotu MICso (128 pg/ml) a vysokou miru rezistence
(54,9 %), tylosin vykazoval pouze MICso 4 pg/ml a miru rezistence (13,1 %). Enrofloxacin
vykazoval MIC50 ve vysi 64 ug/ml a vysokou miru rezistence (40,2 %). Vysoka mira rezistence

byla pozorovana také v jinych studiich.

V soucasné dobé se antimikrobidlni rezistence u C. perfringens stale zvySuje a izolaty,
které jsou schopné odolat vice druhtim antibiotik, se objevuji alarmujicim zpiisobem. V této

studii bylo hlaSeno ~ 67,2 % multirezistentnich izolatt C. perfringens.

Celkové je potfeba omezit pouziti antibiotik a tim snizit zvySujici se rezistenci. Déle je
potfeba volit vhodna antibiotika a kombinovat je s dalSimi druhy 1écby. PredevSim je ale
potieba zlepsit prevenci, aby se omezil vyskyt této bakterie, ktera nepostihuje pouze selata, ale

1jiné zvirata (Ngamwongsatit et al., 2016).
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9 METODY STANOVENI C. PERFRINGENS

Metody stanoveni bakterii jsou velice riznorod¢ od klasickych az po moderni rychlé
metody. Mezi klasické metody patii o€kovani na specialni kultivaéni média, kde mizeme
pozorovat morfologii kolonii a diky tomu rozlisit bakterie do jednotlivych druhti pravé podle
morfologie a biochemickych vlastnosti. VSechny média podléhaji pfisnym podminkam, které

jsou definovany pomoci norem.

Nejvice vyuzivanymi metodami jsou metody rychlé, pomoci kterych dostaneme béhem
nékolika minut vysledky a nemusime bakterie kultivovat za specifickych podminek na
specidlnich ptidach. Diky t¢émto metodam je vyrazné zkracen Cas, ktery je potifebny pro urceni

nejlepsi mozné 1écby u pacientt (Sandle, 2016).

9.1 Stanoveni pomoci selektivnich agari

Pro pritkkaz C. perfringens ve vodé, se pouzivaji média jako je naptiklad mCP agar nebo
agar s s tryptdzou, sifi¢itanem a cykloserinem (TSC agar). VéEtSina z téchto médii, s vyjimkou
mCP, je zalozena na redukci sulfidl. Tato reakce se vSak neomezuje pouze na klostridie. Jiné
bakterie jako Salmonella, Proteus spp. a Citrobacter freundii mohou také produkovat cerné
kolonie. Pro zvyseni selektivity média pro C. perfringens se ptidavaji antibiotika, zejména

cykloserin.

Ceska norma, ktera zavadi recentni horizontalni metodu stanoveni poctu Clostridium
perfringens v potravinach, krmivech, ale také pro vzorky z potravinaiskych zavodl a prodejen

technikou po&itani kolonii se nazyva CSN EN ISO 13401 (560091).

9.1.1 mCP agar

Membranovy agar mCP je doporucen pro stanoveni a izolaci Clostridium perfringens
ve vodach pfi pouziti techniky membranové filtrace. Principem mCP agaru je absence enzymu
B-D-glukosidazy u bakterie Clostridium perfringens, ktery se podili na fermentaci celobidzy.
K odliseni C. perfringens od ostatnich druhi klostridii se pouziva fermentace sachardzy
a tvorba kyselé fosfatazy. Pokud bakterie neméa enzym [-D-glukosiddzu nedochazi ke §tépeni
chromogenu indoxyl B-D-glukosidu v médiu. Jelikoz C. perfringens fermentuji sachar6zu
v médiu snizuji tak pH a dochézi ke zmén¢ barvy kolonii z fialové na Zlutou. Vysledkem jsou
charakteristické neprithledné zluté kolonie C. perfringens. Ostatni druhy rodu Clostridium maji
vétSinou z diivodu nedostatecné fermentaci sachardzy barvu purpurovou nebo modro-zelené.

Pozitivni kolonie C. perfringens mohou byt déle testovany na aktivitu kyselé fosfatazy
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vystavenim pardm hydroxidu amonného po dobu 20-30 sekund. Pfi pozitivnim vysledku dojde
ke zmén¢ barvy na rizovou az cervenou, jelikoz dochazi ke §tépeni fenoftalein difosfatu prave

kyselou fosfatazou (Manafi et al., 2013).

9.1.2 TSCF agar

TSCEF je ptipraveny z agaru s tryptozou, sifi¢itanem a cykloserinem (TSC) doplnéného
o Fluorocult TSC, ktery obsahuje d-cykloserin. Agar TSCF obsahuje metabisulfit sodny a citrat
amonno-zelezity jako indikator pro redukci sulfidu a disodnou siil 4-methylumbelliferyl fosfatu
jako substrat pro detekci kyselé fosfatdzy. VSechny cerné kolonie na TSCF agaru, které emituji
svétle modré fluorescencni svétlo pii vystaveni UV lampé o vinové délce 365 nm jsou kolonie

C. perfringens (Manafi et al., 2013).

9.1.3 Clostridium perfringens chromogenni selektivni agar

C. perfringens chromogenni selektivni agar (CPC) obsahuje citrdt amonno-zelezity,
chromogenni smés, L-cystein hydrochlorid, heptahydrat siranu hofecnatého, sdjovy pepton,
sachardzu, tris pufr, tryptosu a kvasni¢ny extrakt. Sacharéza je fermentovdna a L-cystein
hydrochlorid je redukéni Cinidlo a snizuje redoxni potencidl média. Heptahydrat siranu
hotfecnatého je zdrojem hotc¢ikovych iontl pozadovanych v riznych enzymatickych reakcich,
zatimco citrat amonno-zelezity zvySuje fermentacni reakce tim, Ze poskytuje dulezité ionty
a substraty. pH se stabilizuje pomoci tris pufru. Chromogenni smés obsahuje enzymové

substraty, inhibitory a rizné promotory, které zlepSuji rist.

Pfidani D-cycloserinu a polymyxinu B ma za nésledek inhibici vSech bakterii kromé
klostridii a umoziiuje tak analyzu vegetativnich bunék a spor. Dalsi selektivitu poskytuje

inkubace za anaerobnich podminek pfi teploté 44 © C (Manafi et al., 2013).

Zelené zbarvené kolonie na agaru jsou pocitany jako izolaty C. perfringens, které se

dale potvrzuji negativni indolovou reakci (Manafi et al., 2013).

9.1.4 Porovniani mCP, TSCF a CPC agaru pri stanoveni C. perfringens ve
vzorcich vody
V této studii byly pouzity tfi média mCP, TSCF a CPC agar pro stanoveni C. perfringens
v ruznych vzorcich povrchovych vod. Ze 139 vzorkl vody bylo 131 vzorkt (94 %) pozitivnich
na C. perfringens alespon na jednom z kultivacnich médii. Zelené kolonie na chromogennim

selektivnim agaru (CPC agar) byly pocitany jako suspektni izolaty C. perfringens. Ze 483
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zelenych kolonii na agaru CPC bylo 96,5 % potvrzeno jako C. perfringens pomoci negativni
indolové reakce. Pouziti mCP agaru pro rutinni testovani je velmi obtizné, protoze po ditkazu
kolonii pomoci hydroxidu amonného, nejde kolonie pouzit pro dalsi biochemické testovani,
které by C. prefringens potvrdilo. Kolonie na CPC agaru a TSCF agaru bylo snadné pocitat a
pouzit pro dalsi testy. Identifikace kolonii izolovanych ze vSech médii ukazala, ze CPC agar je

nejlepSim médiem pro prikaz C. perfringens ve vzorcich vody. (Manafi ef al., 2013)

Dale byla provedena studie, kde byl porovnavan mCP a TSC agar pro rist
C. perfringens v environmentalni a caste¢né upravené pitné vod¢. U vzorkd fi¢ni vody
a Castecné upravené pitné vody vyrostlo na TSC agaru vétsi pocet kolonii C. perfringens nez
na mCP agaru. Na rozdil od jinych studii byl na mCP agaru vyznamny pocet faleSnych
pozitivnich a negativnich izolatl. V jiné studii s pouzitim vysoce znecisténych vod se uvadi
srovnatelné vytézky a mira prikazu pro mCP agar a TSC agar. V mén¢ zneciSténych vodach

vsak byla efektivita vyuziti TSC vyrazné vyssi (Weenk et al., 1991).

9.1.5 Zloutkovy agar (EYA)

Agarové médium z vajecného Zzloutku obsahuje suspenzi vajecného Zzloutku pro
identifikaci rodt C., Fusobacterium a Prevotella spp. Suspenze vaje¢ného zloutku umoziuje
detekci aktivity lecithindzy a lipdzy. Degradace lecitinu ve vajecném zloutku vede
k neprihledné srazeniné okolo kolonii. Enzym lipdza hydrolyzuje tuky uvniti vaje¢ného
zloutku, coz vede k drazdivému lesku na povrchu kolonie. Dal$i pozorovanou reakci je
proteolyza vajecného Zloutku, jak je naznaceno vyc¢isténim média kolem kolonii. Toto médium

je doplnéno vitaminem K1 a heminem, které usnadiluji regeneraci anaerobnich bakterii

(Gubash, 1991).

9.1.6 Naglerova reakce

Lecithinazovy test nebo Naglerova reakce je biochemicky test pouzivany k identifikaci
organismu, které uvoliuji fosfolipazy (lecithinazy), napi. C. perfringens A. Alfa toxin
C. perfringens ma fosfolipdzovou aktivitu, a proto pomaha pfti odliSeni C. perfringens od jinych
C. spp, které také produkuji lecitinazu (C. baratti, C. absonum, C. bifermantans, C. sordelli
a C. novyi). Hodnoceni se provadi vizualni kotrolou agaru. Vysledek kultivace s popisem

viz Obrazek 7 (Rijal, 2015).
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Antitoxin_g = Nagler Plate

Obrizek 7 - Priikaz fosfolipazy Naglerovou reakei (Rijal 2015)
9.2 AUTOMATIZOVANE SYSTEMY VYUZIVANE PRI
IDENTIFIKACI MIKROORGANISMU
9.2.1 Systém VITEK®

Systém VITEK® je rychly, automaticky systém, ktery dokaze identifikovat
mikroorganismus a soucasné¢ dokaze provést stanoveni citlivosti mikroorganismu na rtizné
antimikrobidlni latky. Na konci 60. let minulého stoleti byl systém vytvofen pro NASA,
aby byla moznost detekovat a presn¢ identifikovat mikroorganismy v moci kosmonautii.
Systém mél oznaceni MLM. V roce 1977 vzniklo samostatné oddéleni Vitek Systems.

Postupem casu se zvySovalo vyuziti tohoto systému v riiznych odvétvich mikrobiologie.

Novou generaci je systém VITEK® 2, ktery byl na trh uveden v roce 2007. Systém
dokdze identifikovat mikroorganismus a soucasné dokdze provést stanoveni citlivosti

mikroorganismu na riizné antimikrobialni latky.

Nejnovéjsim  systémem je VITEK® MS. Systém vyuzivd principu hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF). Nejvétsi vyhodou je rychlost a piesnost tohoto systému.
Vysledky jsou dostupné v fadu nékolika minut (Sanchez Ramos a Rodloff, 2018)
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9.2.1.1 Stanoveni anaerobnich bakterii pomoci VITEK® MS

Ve studii bylo analyzovano 651 anaerobnich bakteridlnich izolati pomoci VITEK®
MS. Sprévn¢ identifikovanych izolati na urovni rodu bylo 92,5 %. Zbylych 7,5 % izolath
nebylo mozné piesné identifikovat. Celkem bylo analyzovano osm rodi gram pozitivnich
anaerobnich bakterii (265 izolat) a dile hodnoceno syst¢émem VITEK® MS. VITEK®. MS
dokazal identifikovat na urovni druhu 91,7 % izolat a 92,5 % izolatd na urovni rodu. 20 izolatd

nemeélo Zadnou identifikaci.

Byly identifikovany ¢tyfi rizné druhy klostridii a ty poté rozdéleny s 96,3% presnosti.
C. perfringens byla potvrzena v 61 izolatech s 98,5% ptesnosti (Garner et al., 2014).

9.2.2 lonizace laserovou desorpci v pritomnosti matrice s priletovym
analyzatorem
Ionizace laserovou desorpci v pfitomnosti matrice s priletovym analyzatorem
(MALDI-TOF) je identifikace =zalozenda na analyze bunécnych proteini danych
mikroorganismu. Tyto bunécné proteiny jsou specifické pro kazdy bakterialni druh a kvili tomu

jsou tyto proteiny pouzivany jako biomarkery.

Pro identifikaci proteinl se pouziva matricova laserova desorpcni ionizace (MALDI).
Vzorek se odpatuje a ionizuje. M¢fi se doba letu iontil k detektoru, aby se zjistila hmotnost
proteinu. Tento proces je asistovany pomoci matrice. Vzorek je smichan s matrici, kterd prenasi

energii laseru na vzorek (Foxman, 2012).

9.2.2.1 Identifikace mikroorganismii pomoci MALDI-TOF-MS

Identifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF-MS se pouziva vice nez deset let
a ukézalo se, Ze je to rychld, levna a pfesnd metoda identifikace mikroorganismi, vcetné
anaerobnich bakterii. Ve studii se pomoci MALDI-TOF-MS spravné identifikovalo 89 %
mikroorganisml na druhovou troveil a 92 % na rodovou trovei. Identifikace riznych druhti
klostridii z této studie, s vyuzitim MALDI-TOF-MS, ukazalo, ze 144 izolati klostridii
MALDI-TOF-MS spravné identifikoval 88,8 % (128/144) na druhové urovni
a 92,3 % (133 / 144) na rodové Urovni. Izolaty C. perfringens byly identifikovany spravné
7 96 % (AlMogbel, 2016a).
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V jiné studii, kterd zahrnovala 179 anaerobnich bakterii, bylo pomoci MALDI-TOF-
MS identifikovano 70,8 % na druhovou troven a 91,7 % na rodovou uroven (Schmitt et al.,

2013).

Nékolik studii porovnalo MALDI-TOF-MS a VITEK 2 pro identifikaci anaerobnich
bakterii, aby bylo moZno prokazat, ktera technika je vhodnéjsi a vétSina z téchto studii jasné
dospéla k zavéru, ze technika MALDI-TOF-MS je rychla, spolehliva a pfesnéjsi (AlMogbel,
2016b).

9.3 Molekularné biologické metody

Molekularné-biologické metody jsou jednou z nejéastéji pouzivanych postupli pro
analyzu potravin a biologickych materialti, kde kontrolujeme naptiklad mikrobiologickou
kontaminaci. Mezi nejvyznamnéj$i a nejrozsifenéj$i metodu patii polymerazova tetézova
reakce (PCR). Mezi dals$i metody patii polymorfizmus délky restrikénich fragmenti (RFLP),
metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH) nebo metoda Blizka infracervena

spektroskopie (AlMogbel, 2016).

9.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda, pomoci které miiZzeme rychle a snadno
namnozit tseky DNA. Principem metody je replikace nukleovych kyselin. Potfebné useky
DNA, které se maji namnozit musi byt ohrani¢eny na zacatku a na konci tzv. primery, coz jsou
kratké oligonukleotidy DNA. PCR slouzi k vytvoteni az nékolika milionii stejnych kopii
vzorového fragmentu DNA. Jako maximalni velikost se uvadi 10 tisic nukleotidd,
ale v n¢kterych publikacich se uvadi délka i 40 tisic nukleotidii. Diky této moZnosti miizeme
analyzovat DNA 1 ze vzorkd, kterych je velice méalo. PCR probiha v zafizeni nazvaném
termocykler. Zatizeni je zkonstruovano tak, aby béhem nékolika malo sekund dokézalo ohrat

nebo naopak ochladit reakéni prostiedi 1 o nékolik desitek stupiiti Celsia.

Metoda je vyuzivana ve velké mife v lékafstvi pro prenatilni vySetfeni DNA, pfi
transplantaci organti, pti 1écbé rakoviny, vySetfeni krevnich skupin atd. Dalsi vyuziti je
v mikrobiologii pro rychlou analyzu mikroorganismi, kontrolu kvality potravin, pro zjiStovani
GMO a geneticky modifikovanych slozek, nebo v kriminalistice pfi identifikaci osob

(Clark a Pazdernik, 2013).
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9.4 Imunochemické metody
Zakladem imunochemickych metod je vysoce specifickda reakce mezi antigenem
a protilatkou. Na imunologickych metodach je zalozena celd fada testi, které jsou pouzivany

v potravinarské mikrobiologii pro prikaz toxinl a alimentarnich patogent.

9.4.1 Enzymova imunoanalyza na pevné fazi

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) je jedna znejvice pouZzivanych
imunochemickych metod, které¢ slouzi k pritkazu a stanoveni antigenii nebo protilatek. Metoda
je zalozena na imunoenzymatické reakci bezbarvého substratu, ktery je hydrolyzovan v barevny
produkt a méfi se intenzita zabarveni pomoci spektrofotometru. Intenzita zabarveni je piimo

umérna koncentraci zjistovaného antigenu nebo protilatky.
y

Existuje né€kolik raznych typt testi ELISA vcetné nepfimych, sendvicovych,
kompetitivnich a reverznich testi ELISA. Nejbéznéjsi metodou ELISA pouzitou pro toxické
latky je nepiima ELISA. Tento test lze pouzit k analyze specifické¢ho analytu nebo skupiny
sloucenin, které zkiiZzen¢ reaguji s antigenem, ktery je potaZzen na pevné nosné plose, kterou je

nejcastéji mikrotitracni desticka (Tijssen, 1985).

Principem metody je nadavkovani antigenu do jamek mikrotitra¢ni desticky, ke kterym
se poté pifidd protilatka oznaCena enzymem. Reakci protilatky s antigenem vznika
imunokomplex, ktery je detekovatelny napiiklad pomoci UV zéfeni. Absorbance kazdé jamky
v mikrotitracni desticce se porovnava s kontrolnimi vzorky. Vzorky, které jsou pozitivni pro
protein nebo toxické latky, odrézeji jejich schopnost kompetitivné vézat antigen. I kdyz redukce
pozadi a zesileni signdlu jsou potencidlnimi omezenimi pfi analyziach ELISA, tyto testy

prokazuji vysoky stupeni specificnosti a citlivosti (Wilson, 2010).
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10 STUDIE VYSKYTU CLOSTRIDIUM PERFRINGENS ZA
POSLEDNICH 10 LET

10.1 Vyskyt C. perfringens u divokych zvirat drZzenych v zajeti

Vzorky pro tuto studii byly ziskdny z rGznych zoologickych zahrad a ptirodnich
rezervaci v Indii od srpna 2014 do kvétna 2015. Celkem 370 vzorki obsahovalo 314 Cerstvych
fekalnich vzorkl od zdravych zvifat, tficet vzorku stolice od oSetfovatelt a 26 vzorkil potravin
a krmiv (maso, zelenina, krmivo pro zvifata) a vzorky vody poskytnuté zvifatim. Vzorky
stolice byly odebrany za pouziti transportnich tampoénii obsahujicich Cary-Blair médium,
zatimco vzorky vody a krmiva byly odebirdny do aseptickych nadob a transportovany do

laboratofe.

Jeden gram fekalnich a krmnych vzorki, 1 ml vzorki vody a stolice bylo naokovéano
do 10 ml bujonu dle Robertsona (RCMB) a inkubovano pfti teploté¢ 37 ° C po dobu
18-24h. Naockovan¢ RCMB zkumavky byly umistétny do vodni lazné po dobu
10 az 15 minut pfi 80 ° C, aby se eliminovaly nesporotvorné bakterie. Poté se pfeockovalo na
krevni agar se 7 % berani krve a inkubovalo anaerobné pfti teploté 37 © C po dobu 24 hodin. Na
agaru byly identifikovany kolonie C. perfringens pomoci dvoji zony hemolyzy. Z téchto izolat
byla extrahovana DNA, kterd pak byla identifikovdna pomoci metody PCR a porovnéna

s databazi gent pro identifikaci.

Vyskyt C. perfringens u zvitat chovanych v zajeti ¢inila 30,9 %. Vyskyt u piezvykavct
byl 34,1 %, nepiezvykavcetl 36 %, ptaki 22,5 % a osetfovateltl 6,7 %. Zadny ze vzork® krmiva
a vody nebyl pozitivni na ptitomnost C. perfringens (Kim et al., 2017).

10.2 Vyskyt C. perfringens v potravinach v Lagosu

Vzorky byly shromazd’'ovany dvakrat mési¢né po dobu jednoho roku od kvétna 2014 do
dubna 2015. Studie byly mapovany tak, aby odrézely tfi senatorské okresy ve staté¢ Lagos a dvé
mistni samospravy, které byly ndhodné vybrany z kazdé zony. Mistni potravinarské komodity
byly rozdéleny do kategorii maso a masné vyrobky, mlé¢né vyrobky, zelenina, konzervy a med.
Tyto potraviny byly ziskavany z otevienych trhl, kavéaren a supermarketti v okoli Lagosu
(Tabulka 1). Vzorky byly odebrany do sterilnich plastovych sack a transportovany do
laboratote ke zpracovani do 2 hodin po odbéru. Vzorky byly naockovany do RCMB
a inkubovény anaerobné po dobu 24 hodin pti 37 ° C. Bakterialni kolonie vykazovaly dvojitou

z6nu beta-hemolyzy na krevnim agaru, ¢erné kolonie na TSC agaru a byly déle identifikovany
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pomoci biochemickych testii. Nasledné byly izolaty potvrzeny jako C. perfringens ptitomnosti

genu kodujiciho produkei alfa toxinu za pouziti PCR (Chukwu et al., 2017).

Tabulka 1 - Vyskyt C. perfringens v potravinach (Chukwu et al., 2017)

Druhy potravin Pocet testovanych Pocet pozitivnich vzorkl na
vzorkill C. perfringens
Masné vyrobky
Masovy kolac 15 2
Parky 10 4
Kofenéné maso 20 1
Syrové maso 20 4
Mlééné vyrobky
Mistni jogurt 20
Syrové mléko 20 0
Zelenina
Zeleny pept 10 5
Dyiiové listy 10 1
Hlavkové zeli 10 6
Mrkev 10 0

Mistni konzervované

potraviny
Sardinky 10 2
Hovézi maso 10 0
Tunak 10 1
Rajcata 10 0
Med 15 0
Makrela 10 0
Celkem 210 27

VétSina izolatl byla ziskdna ze zeleniny (44,4 %) a masnych vyrobkid (40,7 %).
Niz§i mira kontaminace byla pozorovdna u konzervovanych potravin (11,2 %) a mlécnych

vyrobki (3,7 %). Mistni med bakterii C. perfringens neobsahoval (Chukwu et al., 2017).
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10.3 Vyskyt C. perfringens v mase dodavaného do Skolnich jidelen v Jizni
Koreji

Nasledujici studie se zabyvala vyskytem C. perfringens ve Skolnich jidelnach

a supermarketech Jizni Korey. Bylo odebrano 232 vzorkl Cerstvého masa (hovézi, vepiové,

kuteci, kachni) ze $kolnich jidelen a supermarketti. Kazdy vzorek byl zpracovan do ¢tyi hodin

od odebrani, a to homogenizaci s peptonovou vodou a naslednou kultivaci a vySetfenim

homogenatu. Genomova DNA izolatu byla extrahovana pomoci soupravy pro extrakci DNA

a nasledné byla provedena PCR. Pomoci PCR byly identifikovany geny pro produkci toxinii.

Ve skolni jidelné bylo z celkem 207 vzorkli pozitivni na C. perfringens 19 vzorki.
V supermarketu byl z celkem 18 vzorkil pozitivni jeden vzorek. Z této studie vyplyva pomérné
velké ohrozeni studenttl, kteti se stravuji ve Skolnich jidelnéach, a to hlavné z diivodu Spatné

hygieny v kuchynich danych zatizeni ¢i skladovanim potravin (Chon ef al., 2018)

10.4 Vyskyt C. perfringens v kurecim mase v Kanadé

Cerstva kufeci stehna nebo kiidla byla zakoupena v maloobchodech s potravinami
v Ontariu, ve kterém byly ndhodné vybrany supermarkety po celé provincii. V kazdém
supermarketu byl zakoupen pouze jeden vzorek kufeciho masa. VSechna kurata byla vychovana
v Kanadé. 64 vzorki kufete bylo uchovavano pfi teploté 4 ° C jeden den pted zpracovanim.bylo
24 vzorkl zmrazeno na -70 °C a poté rozmrazeno a zpracovano ve stejny den. Zmrazeni bylo
provedeno pro usnadnéni zpracovani. Pro izolaci C. perfringens bylo 50 g kuteciho masa z
kazdého maloobchodniho baleni vzorku umisténo ve sterilnim pytliku. Bylo ptfidano 50 ml
tekutého thioglykolatu (FTG) a vzorky byly zhomogenizovany a poté inkubovany anaerobné
pii 45 °© C po dobu 24 hodin. Poté se na médium Shahidi-Ferguson-Perfringens (SFP)
naockovaly Cerstvé kufeci vzorky a na tryptikdzo-sojovy agar (Difco) s 5 % berani krve
zmrazen¢ kuteci vzorky. Média byla inkubovana anaerobné pii 45 ° C po dobu 1-2 dn. [zolaty

byly potvrzeny jako C. perfringens pomoci PCR (Nowell et al., 2010).

C. perfringens byla izolovana u 42 Cerstvych kutecich vzorkl z 64 (66 %) a ze 16 ze 24
zmrazenych vzorkll (67 %). U zadného z téchto izolatd nebyl detekovan cpe gen, ktery
je ptvodcem otravy z jidla, ale to neznamena, ze by nebyla moZznost otravy pomoci jinych gentl,

protoze funkce nekterych gent u C. perfringens neni zcela objasnéna (Nowell et al., 2010).
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10.5 Vyskyt C. perfringens v Indii u hospodarskych zvirat

Studie zaméfena na kozy a ovce probihala v Indii, oblasti doli Kasmir. Celkem bylo
analyzovano 177 vzorkl (152 ovci a 25 koz). Metodou PCR bylo zjisténo 110 pozitivnich
vzorkil C. perfringens pochdzejicich od ovci a 15 pozitivnich vzorkil pochéazejicich od koz.
Vzorky byly odebrany 125 zdravym ovcim, 21 ovcim, které trpély priijmem a z 6 jate¢nych tél.
Od koz byl odebran vzorek 20 zdravym kozam, 3 kozam, které trpély priijmem a ze 2 jatecnych
tél. Vzorky byly shromédzdény do dvou hodin po smrti zvifat. Izolace a identifikace
C. perfringens probéhla po kultivaci pii 37 °C po dobu 24 hodin. Cisté vzorky bez
kontaminujicich bakterii byly idetifikovany demonstraci typické bunééné morfologie barvenim

dle Grama, standardnimi biochemickymi testy a PCR (Nazki et al., 2017).

Vysledky studie byly nasledujici. Ze 152 vzorki zdravych ovci bylo 110 pozitivnich na
infekci C. perfringens (72,36 %), konkrétné ze 125 vzorki zdravych ovci bylo 86 pozitivnich
(68,8 %), zatimco z 21 ovci, které trpély prijmem bylo 19 pozitivnich (90,47 %). Z 6 mrtvych
ovci bylo 5 pozitivnich (83,33 %). Mezi kozami bylo 11 z 20 zdravych koz pozitivnich (55 %),
2 pozitivni ze 3 koz trpicich prijmem (66 %) a obé mrtvé kozy byly na infekci C. perfringens
pozitivni. Z celkového poctu pozitivnich vzorkii u ovci bylo 12 vzorkd kontaminovéano
C. perfringens typu D, z ¢eho ve 3 (6,97 %) byl izolovan cpe-gen. Z celkového poctu vzorkl
koz byly 2 vzorky pozitivni na ptitomnost C. perfringens typu D, z ¢ehoZz u jednoho byl
izolovan cpe-gen. (Nazki et al., 2017).
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11 ZAVER

Tato prace je zamétena na bakterii C. perfringens. V praci je popsan vseobecny vyskyt
této bakterie, patogeneze, metody stanoveni, onemocnéni a jejich 1écba. C. perfringens je
bakterie, ktera se nachazi pfirozen¢ ve stfevnim traktu lidi a zvitat a je také pfitomna v Zivotnim
prostfedi (prach, voda, ptida). Kvili tomu dochdzi k mikrobiologické kontaminaci potravin
a krmiv, které mohou zpiisobit ndkazu lidi a zvitat. Jedna se o velky zdravotni problém, protoze
C. perfringens zpusobuje zdravotni komplikace, jakymi jsou naptiklad nevolnost, prijmy nebo

plynna gangréna.

V dnesni dobé nalézame C. perfringens v potravinach, jako napiiklad ovoce a zelenina,
které jsou kontaminovany pidou, a pfed konzumaci neni nutné tyto komodity tepelné
opracovavat, a dale je bakterie C. perfringens ptitomna predevSim mase, které je
kontaminovano pti vykolovani zvifat. Pfi nedostatecném tepelném opracovani a pii nedodrzeni
hygienickych zasad pfi zpracovani takto kontaminovaného masa mohou byt kontaminovany i

hygienickych zasad a vyrobni praxe pii zpracovani potravin.

V dnesni dob¢ stdle neexistuje vakcina, kterou by se mohli ockovat lidé, a tak zistava

pro ¢lovéka jedinou ochranou prevence.
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